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1. INTRODUCAO

A prostata é um 6rgdo do sistema reprodutor masculino, tem como funcao
a producado do liquido prostatico, constituinte do sémen. (INCA, 2017). Quando
ocorre um desequilibrio na proliferacdo e diferenciacdo celular desse Orgao,
desencadeia o cancer. (FRIESTINO, 2013).

O cancer de préstata (Pca) € a segunda neoplasia com maior taxa de
mortalidade entre os homens, segundo o Instituto nacional do Cancer (INCA), a
cada ano novos casos surgem (INCA 2018).

O Pca é uma patologia que apresenta, como caracteristica geral, um
crescimento lento e assintoméatico, culminando no dificil diagnéstico (BARCELAR
et al, 2015).

Dentre a diversidade de tratamentos existentes, mesmo a quimioterapia e a
radioterapia, ndo sao totalmente eficazes, ou ausente de efeitos adversos. Na
busca de tratamentos que sejam realmente inibam a progressédo do céncer de
préostata, as pesquisas se baseiam em estudos de novas substancias, como por
exemplo o horménio conhecido como melatonina (SOARES, 2011).

A melatonina, € uma indolamina, produzida pela glandula pineal,
responsavel pela regulacdo o sistema neuroendocrino, bem como, o controle do
ritmo circadiano e de diversos processos fisiologicos em vertebrados. O horménio
possui pico de producdo noturna, decorrente da sua instabilidade a luz (SOARES
2011).

A melatonina vem sendo muito estudada devido ao seu potencial
antiproliferativo em células tumorais da prostata (LNCap, PC-3 e DU 145).

Estudos realizados por Soares e col., (2011) mostrou que homens acometidos por


mailto:alessandra.cortes@hotmail.com

42 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
Ll
‘i‘k S ety COClI INICIACAQ CIENTIFICA

Pca apresentavam niveis baixos de melatonina. Esta indolamina possivelmente
atuou como um modulador no Pca, regulando o ciclo do sono e sobre as células
tumorais (SOARES 2011).

Desta forma, busca-se a necessidade de um estudo mais aprofundado
sobre os processos que envolvem a acdo da melatonina sobre a linhagem celular
de cancer de prostata DU 145-independente de androgénio. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito direto da melatonina em diferentes tempos e
doses sobre a linhagem DU 145.

2. METODOLOGIA

A linhagem celular DU145 foi cultivada com o meio RPMI 1640 (Sigma
Aldrich — R6504), suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (GIBCO), 1% de
penicilina e estreptomicina e 1ul/ml de anfotericina, entdo incubadas a 37°C com
5% CO2 em ambiente umido.

A células, ap6s atingirem 90% de confluéncia, foram transferidas para
placas de 24 ou 12 pocos (com 30.000 células/poco e 100.000 células/ poco,
respectivamente). Apés incubacao por 72h, foi realizado o tratamento com 10 yM
e 100 uM de melatonina (Sigma Ref. CAS 7331-4) durante 24h, 48h, 72h, 120h e
240h. O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método do brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT-Sigma Ref.M2128).

A andlise da massa e atividade mitocondrial foi realizado pelo método de
fluorescéncia, utilizando sondas MitoTracker ™ Red (MTR) e MitoTracker ™
Green (MTG) por meio de citdmetro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences,
EUA). As unidades de valores de fluorescéncia para MTR e MTG foram obtidas
usando o software FCS Express 4 (DeNovo, Canadd).

Os dados obtidos foram apresentados pela média + erro padrdo da média.
Para analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA one-way e post hoc de Tukey
(p<0,05). Todos os dados foram analisados pelo programa IBM® SPSS®
statistics 20.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados expressos nas tabelas 1 e 2, compilam os dados obtidos

para os ensaios de MTT e de Mitotracker Green e Red, respectivamente.

Tabela 1: Resultados do ensaio com MTT (%), nas concentra¢cées de melatonina
10 uM e 100 pM, tratadas durante 24 horas, 48 horas, 72 horas, 120 horas e 240

horas.
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Grupo/Tempo | 24h 48h 72h 120h 240h

Controle 2,68+0,05|2,61+0,04 |2,50+0,04|242+0,04|2,49+0,08
MLT 10 pM 1,56+0,071,59+0,03 1,36 +0,02|1,15+0,04 |1,92+0,11
MLT 100 uM 1,05+0,03|0,87+0,05|0,84+0,02|0,86+0,07 | 1,56 + 0,07

Tabela 2: Resultados obtidos através do ensaio com Mitocraker Green (MTG) e
Mitotracker Red (MTR) e a relacdo MTG/MTR, para os tempos de 24, 48, 72, 120

e 240 horas nas concentracdes de 10 e 100 uM de melatonina.

24h 48h 72h 120h 240h

Controle  90,3+2,4 49,7+7,8  48,5#9,5  48,4+4,2 3481+ 26,2
MTG 10 pM 115,1+4,4 56,6439  66,1+3,6 77,9481  3251+163
(V1) 100 yM  117,9+#3,3 1152+155 74,8440  134,3+24,9 530,6+ 24,2

Controle  61,1#5,5 21,2+45  10,9+3,2  12,1+22  132,5¢#13,6
MTG 10 pM 64,7+8,7 24,4+1,7  13,8+0,7  294+91  114,6+6,4
(V1) 100pM  77,041,8 37,5¢7,1  11,0#0,8  46,9+11,4 85,1+6,9

Controle 0,6+0,04 0,4+0,02  0,3+0,01  0,2+0,02  0,4+0,01
MTG/MTR 10 pM 0,6+0,07 0,5#0,01  0,2+0,01  0,4+0,07  0,4+0,01

(Vi)  100pM  0,740,02 0,3+0,01  0,2+0,01  0,4+0,05  0,2+0,1

Com base nos resultados (tabela 1), é possivel observar uma diminuicdo
significa nas células tratadas com 10 pM e 100 uM de melatonina em todos os
tempos analisados, quando comparados aos seus controles especificos, pode-se
afirmar que a concentracdo com 100 uM, mostrou um efeito antiproliferativo.
Estes resultados corroboram com o estudo de Jung-Hynes e colaboradores que
observaram uma diminui¢cdo de células DU 145 em cultura com um aumento
gradativo da concentragdo de MLT (10nM a 2mM) (Jung-Hynes et al., 2011).

Em relacdo ao tempo de exposicdo ao hormdnio MLT, verificou-se uma
reducdo do numero de células tempo-dependente até 120h de tratamento. Um
estudo de Hevia e colaboradores mostraram que a entrada da MLT no interior das
células DU 145 ocorria lentamente, justificando a necessidade de um maior tempo
de exposi¢do das células ao hormonio (Hevia et al., 2010).

Os resultados obtidos pela analise por fluorescéncia (Tabela 2) pode-se
observar que o MTR no tempo de 240 horas e na concentracdo de 100 uM de
MLT mostrou uma diminuicdo significativa da fluorescéncia (p <0.05), quando
comparado ao respectivo controle. Por outro lado, o MTG na concentracdo de
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100puM de MLT em todos os tempos de exposicdo, demonstrou um aumento na
fluorescéncia em relacdo aos respectivos controles, o mesmo resultado foi

observado na concentragédo 10 puM para o tempo de 24h.

7

O aumento da massa mitocondrial (MTG) ndo € acompanhado pelo
aumento da sua funcdo (MTR), podendo indicar um edema e disfuncdo da
organela. Essa disfungdo mitocondrial € comprovada quando se realiza a relacao
MTR / MTG, em que o aumento do MTG nas células tratadas com 100 pM de
MLT, a partir de 48h, indicam prejuizo da organela (Agnello et al., 2008; Lima et
al., 2018).

4. CONCLUSOES

Observando os resultados obtidos, pode-se concluir que o tratamento com
melatonina na linhagem DU 145 em diferentes tempos e concentracdes, reduz o
namero de células, bem como, leva a disfuncdo mitocondrial. Porém ainda serao
necessarios mais estudos para entender melhor os mecanismos envolvidos nesse
processo.
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